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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Czerniak jest nowotworem rozwijajgcym sie zkomérek barwnikowych umiejscowionych w ské-
rze, w rzadszych przypadkach w oku oraz btonach $luzowych. Nalezy do grupy najbardziej
agresywnych nowotwordéw, opornych na standardowe leczenie onkologiczne. Rozwija sie
gtéwnie pod wptywem promieniowania UV. Okoto 10% przypadkéw ma podtoze dziedziczne.
Gléwna przyczyna transformacji nowotworowej melanocytéw sa mutacje w genach koduja-
cych biatka regulujace proliferacje, wzrost, cykl komérkowy oraz $mieré komérki. Jakkolwiek
utrwalone zmiany w DNA melanocytéw sa podstawa powstawania czerniaka, coraz lepiej
poznawana jest rola tzw. mikrosrodowiska skéry.

Prawidtowe komdrki skéry, czyli keratynocyty, fibroblasty, komdrki §rédbtonkowe oraz komér-
ki uktadu odporno$ciowego wraz z melanocytami tworza mikrosrodowisko. Jego zachwiana
homeostaza moze sprzyja¢ rozwojowi czerniaka. Proces transformacji jest zapoczatkowany
przez zaburzenie kontaktu keratynocytéw i melanocytéw. W dalszym etapie miofibroblasty
stymuluja proliferacje komérek czerniaka oraz ich inwazyjny charakter. Promujg réwniez
proces angiogenezy oraz zjawisko immunosupresji. Podobna role odgrywaja makrofagi, ktére
dodatkowo tworzac z komérkami czerniaka komérki hybrydowe nadaja im bardziej agresywny
fenotyp. Niezbedne w procesie rozsiewu sg réwniez komdrki rédbtonkowe wspdttworzace
nowe naczynia krwiono$ne. Powyzszym procesom sprzyja niskie ci$nienie parcjalne tlenu
w skérze, poglebiajace sie w miare rozwoju nowotworu. Niewykluczone, ze sprzyjajace roz-
wojowi czerniaka mikrosrodowisko jest jednym z czynnikéw warunkujacych jego niezwykle
agresywny wzrost.

czerniak skory - mikrosrodowisko nowotworowe « hipoksja

Summary

Melanoma develops from melanocytes localized mainly in skin, to a lesser extent in uvea and
mucosal tissue. It is one of the most aggressive tumors, resistant to standard therapies. It is
caused mainly by UV radiation. Approximately 10% of melanomas have a familial background.
Transformation of melanocytes is driven mainly by mutations in genes coding for proteins
regulating proliferation, cell growth, cell cycle, and death. Although genetic changes are
indisputable causes of melanoma formation, the key role of the skin microenvironment is
becoming more and more acknowledged.

Normal cells of the skin, such as keratinocytes, fibroblasts, endothelial, and immune cells,
alongside melanocytes constitute a special microenvironment in which disturbed home-
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ostasis may facilitate melanoma development. The process of transformation is initiated by
aberrant interaction of keratinocytes and melanocytes. Proliferation and invasive growth of
the developing neoplasm may be further facilitated by myofibroblasts as well as macrophages
residing within the tumor. They are able to stimulate angiogenesis and suppress the immune
response. Macrophages may, additionally, create aggressive hybrid cells through fusion with
melanoma cells. Indispensable in the process of metastasis are endothelial cells which co-form
blood vessels, the main routes of tumor cells’ seeding. All of the aforementioned processes
take place in a tumor growth-promoting atmosphere of low oxygen tension in the skin, further
decreasing during tumor growth. Probably the tumor growth-promoting microenvironment
is one of the main factors responsible for melanoma aggressiveness.
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Wykaz skrétow: ADAM-9 - domena 9 metalopeptydazy ADAM (ADAM metallopeptidase domain 9), PAR-1 -

receptor aktywowany proteinaza 1 (protease-activated receptor-1), AKT/PKB - kinaza biatkowa
B (protein kinase B), Alpha-MSH - hormon stymulujacy melanocyty (melanocyte stimulating
hormone), ANG-2 - angiogenina 2 (angiogenin 2), ANXA2 - aneksyna A2 (annexin A2), BCL-2 —
regulator apoptozy nalezacy do rodziny biatek BCL (B-cell CLL/lymphoma 2), bFgf2 - (zasadowy)
czynnik wzrostu fibroblastow ((basic) fibroblast growth factor), Hgf — czynnik wzrostu hepatocy-
téw (hepatocyte growth factor), BNIP3L - biatko wigzace Bcl-2 i adenowirusowe biatko E1B-19
Da 3 (BCL2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein 3-like), BRAF — protoonkogenna kinaza
serynowo-treoninowa, homolog wirusowego onkogenu v-raf miesaka mysiego (v-raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B1), CAF - fibroblasty zasiedlajagce nowotwory (cancer-asso-
ciated fibroblasts), CAIX — anhydraza weglanowa IX (carbonic anhydrase IX), CCL - ligand dla
chemokiny C-C (chemokine (C-C motif) ligand), CDC6 - biatko 6 cyklu podziatowego komorki
(cell division cycle 6), CXCL - ligand dla chemokiny z motywem C-X-C (chemokine (C-X-C motif)
ligand), CDH5 - kadheryna 5, typ 2 (cadherin 5, type 2), COX-2 - cyklooksygenaza 2 (cyclooxyge-
nase 2), CSF-1 - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagéw (colony stimulating factor 1
(macrophage)), CXCR4/SDF - chemokina typu 4 / zrebowy czynnik wzrostu (chemokine (C-X-C
motif) receptor 4 / stromal derived factor), E-CAD - kadheryna E (cadherin E), EPC — komoérki
progenitorowe $réddbtonka (endothelial progenitor cell), EPHA2 - 2 efrynowy receptor typu A
(ephrin type-A receptor 2), ESAM - czasteczka adhezyjna komérek srédbtonkowych (endothelial
celladhesion molecule), ET-1/ET(B) — endotelina 11 jej receptor typu B (Endothelin-1/ETB Receptor),
FN - fibronektyna (fibronectin), GLUT1 - transporter glukozy 1 (Glucose transporter 1), GMC-SF
— czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (granulocyte macrophage
colony-stimulating factor), HIF-1-2 — czynnik indukowany hipoksja 1, - 2 (hypoxia-inducible fac-
tor-1, — 2), HPV8 - wirus brodawczaka ludzkiego typu 8 (human papillomavirus type 8), ICAM-1
- miedzykomodrkowa czasteczka adhezyjna 1 (intercellular adhesion molecule 1), IL-6 — interleukina
6 (interleukin 6), 1l-8 — interleukina 8 (interleukin 8), IL-beta - interleukina beta (interleukin beta),
JAMs - czasteczki adhezyjne typu ,przylegania”(junctional adhesion molecules), KGF - czynnik
wzrostu keratynocytéw (keratinocyte growth factor), LAMP-1 - lizosomalne biatko btonowe 1
(lysosomal-associated membrane protein 1), LGALS3 - galektyna 3 (lectin, galactoside-binding,
soluble, 3), LOX - oksydaza lizylowa (lysyl oxidase), LPPCN - ,liniowa programowana $mier¢
nekrotyczna” (lineary patterned programmed cell necrosis), MAPK - kinazy aktywowane mito-
genami (mitogen-activated protein kinases), MCAM - czasteczka adhezyjna komdrek czerniaka
(melanoma cell adhesion molecule), MELAN-A/MTART1 - antygen czerniaka rozpoznawany przez
limfocyty T (melanoma antigen recognized by T-cells 1), MITF — czynnik transkrypcyjny zwiagzany z
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mikroftalimia (microphthalmia-associated transcription factor), MMPs — metaloproteinazy (metaloproteinases), MT1MMP
- macierzowa metaloproteinaza 1, typ btonowy (membrane-type matrix metalloproteinase-1), MXI1 - biatko wchodzgce w
interakcje z biatkiem MAX (MAX interactor 1), N-CAD - kadheryna N (cadherin N), NK - komdrki uktadu immunologicznego
typu,naturalni zabojcy” (natural killer), NME1 - biatko 1 ulegajace ekspresji w komorkach nieprzerzutujgcych (non-metastatic
cells 1, protein (NM23A) expressed in), NOTCH-1 - homolog 1 genu Notch (Notch gene homolog 1), NRAS - (neuroblastoma
RAS viral (v-ras) oncogene homolog), PFKL - fosfofruktokinaza watrobowa (phosphofructokinase, liver), PFKM - fosfofruk-
tokinaza miesniowa (phosphofructokinase, muscle), P21 - inhibitor 1 kinaz zaleznych od cyklin (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1), PHD3 - hydroksylaza prolinowa (prolyl hydroxylase 3), PI3K - kinaza fosfatydyloinozytolu (Phosphoinositide
3-kinase), PLAU - urokinazowy aktywator plazminogenu (plasminogen activator, urokinase), RGP - faza wzrostu poziomego
(radial growth phase), RXRalpha - receptor kwasu retinowego (retinoic acid receptor RXR-alpha), Scf — czynnik wzrostu
komorek macierzystych (stem cell factor), SOCS-1 - supresor szlaku sygnalizacyjnego cytokiny 1 (suppressor of cytokine
signaling 1), SPARC - osteonektyna (secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)), STAT3 — transduktor sygnatu i
aktywator transkrypcji 3 (signal transducer and activator of transcription 3), TAMs - makrofagi zasiedlajagce nowotwory
(tumour-associated macrophages), TEM - tranzycja (przejscie) epitelialno-mezenchymalna, TGF-B - transformujacy czynnik
wzrostu, beta (transforming growth factor beta), PDGF-A - ptytkopochodny czynnik wzrostu, alpha (platelet-derived growth
factor alpha), TIL - limfocyty naciekajgce nowotwor (tumour infiltrating lymphocytes), TIM-3 - transbtonowa immunoglo-
bulina i mucyna 3 (T cellimmunoglobulin and mucin 3), TIMPs - tkankowe inhibitory metaloproteinaz (tissue inhibitors of
metalloproteinases), TNF-alpha - czynnik martwicy nowotworéw alpha (tumour necrosis factor alpha), TYR - tyrozynaza
(tyrosinase), UV — promieniowanie ultrafioletowe (ultraviolet radiation), VCL — winkulina (vinculin), VEGF — czynnik wzrostu
srédbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor), VGP - faza wzrostu pionowego (vertical growth phase),
VIM - wimentyna (vimentin), WISP-1 - biatko indukowane przez WNT1 (WNT1-inducible-signaling pathway protein 1).

Wsrep

RoLa KOMOREK PRAWIDLOWYCH W POWSTANIU | PROGRES)I CZERNIAKA

Zmiany genetyczne, epigenetyczne i funkcjonalne w ko-
moérkach nowotworowych nie sa jedynymi czynnikami
procesu kancerogenezy. Istotna, coraz lepiej poznawana,
jest rola mikrosrodowiska nowotworowego. Mikrosro-
dowisko nowotworowe to strukturalna i funkcjonalna
konstelacja komérek nowotworowych i nienowotworo-
wych, wzajemnie na siebie oddziatujgcych przez kontakt
oraz zewnatrzkomdrkowe substancje aktywne, takie jak
czynniki wzrostu, cytokiny, metaloproteazy i inne biatka
[72,116]. Definicje te mozna uzupetnié o jeszcze jeden,
nieodlgczny element mikrosrodowiska nowotworowego,
jakim jest stan niedotlenowania, czyli hipoksja.

Czerniak jest jednym z nowotwordw, ktérego powsta-
nie i rozwdj jest $cisle powigzany z mikro$rodowiskiem
skéry, w ktérym sie znajduje. O tym, czy prawidtowy
melanocyt przeksztalci sie w komérke nowotworowsa,
ktéra da poczatek rozwijajacemu sie czerniakowi, nie de-
cyduja tylko mutacje powstate w jego DNA, ale réwniez
wplyw otaczajacych go komdrek. Jednoczesnie nastep-
stwem nieprawidlowosci w materiale genetycznym me-
lanocytéw jest zaburzona relacja z tymi komponentami
skéry, czyli keratynocytami, fibroblastami, komérkami
$rédbtonka oraz komérkami uktadu immunologicznego.
W ten sposéb zmiany molekularne zachodzace w komér-
kach barwnikowych oraz zalezne lub niezalezne od nich
funkcjonowanie komérek prawidtowych sprzyjajace pro-
cesom nowotworowym razem promujg proces rozwoju
czerniaka. Dogodne warunki tym patologicznym zmia-
nom tworzy stan niedotlenowania wystepujacy w skérze
pogtebiajacy sie w miare wzrostu nowotworu.

Keratynocyty

Czerniak wywodzi sie z komdrek barwnikowych, me-
lanocytéw, umiejscowionych w warstwie podstawnej
naskérka oraz btonach §luzowych. Melanocyty wytwa-
rzaja barwnik, melanine, ktéry nastepnie za pomoca
wypustek dendrytycznych transportuja do keratyno-
cytéw, gdzie chroni on DNA komdrek skéry przed szko-
dliwym dziataniem promieniowania UV. Jeden melano-
cyt ,,obstuguje” okoto 30-35 keratynocytéw, z ktérymi
tworzy tzw. naskérkowa jednostke melaninowa (epi-
dermal melanin unit) cechujaca sie liczebng réwnowaga
tych dwéch typdw komérek wystepujacych w stosunku
1 melanocyt na 35 keratynocytéw [78]. Proliferacja me-
lanocytéw zachodzi podczas wzrostu skéry w okresie
dziecifistwa oraz w organizmie dorostym pod wptywem
bodZzcéw, takich jak promieniowanie stoneczne lub zra-
nienia. Proces ten przebiega kilkuetapowo. Pierwszy
etap to zerwanie fizycznego kontaktu (decoupling) mela-
nocytéw z keratynocytami. W nastepnym etapie komor-
ki dzielg sie i przemieszczaja wzdtuz warstwy podstaw-
nej naskérka. W koricowym etapie melanocyt nawigzuje
kontakt z otaczajacymi go keratynocytami. Caty proces
jest pod $cista kontrolg keratynocytéw. Zaburzenie ho-
meostazy jednostki melaninowej w wyniku zerwania
kontaktu miedzy tymi dwoma typami komérek moze
spowodowaé niekontrolowane podzialy melanocytéw
niezaleznie od molekularnych sygnatéw ptynacych z ke-
ratynocytéw. Wykazano, ze melanocyty hodowane bez
obecnosci keratynocytéw zawieraja na powierzchni ko-
moérki antygeny zwigzane z czerniakiem, takie jak biat-
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ko adhezyjne, MCAM [147] czy integryna avp3, bedace
gltéwnymi regulatorami inwazyjnego wzrostu czerniaka
[53]. Konsekwencja uniezaleznienia sie melanocytéw od
keratynocytéw jest zatem ich niekontrolowany podziat,
ktéry stanowi pierwszy etap transformacji nowotworo-
wej [39,80] i rozwoju czerniaka [25].

Uniezaleznienie sie melanocytéw od keratynocytéw
jest spowodowane zaburzeniem kontaktu miedzy tymi
dwoma typami komérek. Gléwna role w tej komunika-
cji odgrywaja biatka adhezji komdrkowej, sposréd kté-
rych najistotniejsza grupe stanowig kadheryny, zwlasz-
cza kadheryna E [133]. Zmniejszenie, brak ekspresji lub
obecno$¢ niefunkcjonalnej E-kadheryny obserwuje sie
w wiekszo$ci czerniakéw i jest ono zwigzane z jego inwa-
zyjnym wzrostem [39]. Przywrdcenie funkgji tej kadhe-
ryny w komérkach czerniaka zwieksza ich wrazliwo$é
na apoptoze [63], zmniejsza ilo$¢ biatek inwazyjnych
na powierzchni komérek, przywraca kontrole wzrostu
przez keratynocyty [52] oraz hamuje ich proliferacje
[79]. Komérka melanocytu moze utraci¢ E-kadheryne
w wyniku wielu mechanizméw molekularnych. Naleza
do nich mutacja w genie kodujacym E-kadheryne (CDH1)
lub beta-katenine, nadekspresja supresoréw tego biatka,
np. czynnikéw transkrypcji Snail, Slug, [78], aktywacja
biatka NOTCH-1 [101], a takze aktywacja $ciezek sygna-
towych MAPK, PI3K lub Rho [23,39]. Powyzsze zmiany
moga by¢ indukowane réwniez przez mikrosrodowisko
melanocytéw, w tym przez same keratynocyty.

Jaki jest mechanizm tego procesu? Keratynocyty wydzie-
laja czynniki, ktére regulujg ekspresje E-kadheryny na
powierzchni melanocytéw. Obserwowano np. obnizenie
ekspresji CDH1 pod wptywem czynnika wzrostu, endote-
liny 1 (ET-1). Aktywacja $ciezki ET-1/ET(B) w keratyno-
cytach nastepuje pod wptywem dziatania promieniowa-
nia UVB i prowadzi do obnizenia ekspresji E-kadheryny
oraz zwigzanych z nig katenin w komérkach melanocytéw
i czerniaka [59]. Niewykluczona jest réwniez rola jadro-
wego receptora RXRalpha. Utrata ekspresji tego biatka
w keratynocytach koreluje z progresja czerniaka. Ponad-
to, autorzy pracy zaobserwowali, Ze komérki czerniaka
z mutacjg Cdk4 hodowane razem z keratynocytami po-
zbawionymi tego biatka, tatwiej przerzutowaty do weztéw
chtonnych. Powstate guzy wtérne cechowata obnizona
ekspresja supresoréw nowotworowych Pten, Fas i wiasnie
E-kadheryny, natomiast zasiedlajace guzy keratynocyty
wytwarzaly czynniki wzrostu: Fgf2, Hgf, Scf, a-MSH i Et-1,
[56]. Niewykluczone, ze keratynocyty wptywaja na pro-
liferacje melanocytéw réwniez przez regulacje ekspresji
E-kadheryny na powierzchni swoich wlasnych komérek.
Turner i wsp. [136] wykazali, ze pod wptywem czynnika
transkrypcyjnego Slug, wytwarzanego w keratynocytach,
zmniejsza sie ekspresja CDH1 na ich powierzchni, co pro-
wadzi do obnizenia proliferacji keratynocytéw. Wykazano
réwniez, ze promieniowanie UVB indukuje $mieré apop-
totyczna keratynocytéw [95]. Wszystkie opisane procesy
moga sie przyczynié¢ do zachwiania homeostazy jednostki
melaninowej, a w konsekwencji do ograniczenia kontroli
podzialéw melanocytéw przez keratynocyty.

Innym sposobem, w jaki keratynocyty moga wptywaé
na powstanie i rozwdj czerniaka jest wydzielanie czyn-
nikéw wzrostu. Czynnik SCF wytwarzany przez kera-
tynocyty zwieksza potencjal proliferacyjny komérek
czerniaka w wyniku aktywacji $ciezki SCF/C-KIT. Co cie-
kawe, wydzielanie SCF przez keratynocyty moze byé
nastepstwem dziatania innego czynnika wzrostu, KGF,
wydzielanego przez fibroblasty [9]. W ten sposdb two-
rzy sie sie¢ parakrynnych zalezno$ci miedzy poszcze-
g6lnymi elementami komérkowymi mikro$rodowiska
nowotworowego. Inne czynniki wydzielane prze kera-
tynocyty to wspomniana wyzej endotelina 1, a takze
Hgf i a-MSH [56].

Oprécz nadzorowania proliferacji melanocytéw, keraty-
nocyty uczestnicza réwniez w promowaniu ich inwazyj-
nego fenotypu. Badania na modelu ,,zrekonstruowanej
skéry” wykazaty, ze obecno$¢ keratynocytéw w skérze
jest konieczna do inwazyjnego wzrostu komérek czer-
niaka. Komdrki czerniaka o inwazyjnym fenotypie miaty
zdolno$¢ przechodzenia przez btone podstawna tylko
wtedy, gdy byty hodowane w obecnosci keratynocytéw.
Mediatorem procesu byta metaloproteinaza MMP9 ak-
tywowana przez komérki nowotworowe w obecno$ci
keratynocytéw [137]. Mechanizm tego zjawiska nie jest
znany. By¢é moze w procesie indukcji ekspresji meta-
loproteinaz uczestnicza cytokiny prozapalne wydzie-
lane przez keratynocyty pod wptywem UV. Wykazano
np., ze TNF-alfa i IL-beta aktywuja MMP9 w komérkach
czerniaka [125]. Niewykluczona jest réwniez rola biatek
wirusowych. Obserwowano aktywacje promotora me-
taloproteinazy MMP9 w keratynocytach pod wptywem
biatka E2 wirusa HPV8 [1]. Role metaloproteinaz wy-
dzielanych przez komérki nienowotworowe w rozwoju
czerniaka potwierdzaja réwniez wyniki badan Miillera
i wsp. [90]. Autorzy zaobserwowali, ze wraz z progresja
czerniaka ro$nie ekspresja MMP19 w keratynocytach
i fibroblastach sasiadujacych z komérkami nowotwo-
rowymi. Zainteresowanych rola tych biatek w rozwoju
czerniaka odsytam do pracy Fréhlicha [34]. Schemat roli
keratynocytéw w rozwoju czerniaka przedstawia ryc. 1.

Zmniejszeniu ekspresji E-kadheryny na komérkach
czerniaka zazwyczaj towarzyszy wzrost ekspresji N-ka-
dheryny. Zmiana profilu ekspresji tych dwéch typéw
kadheryn (cadherin switching) powoduje zaburzenia
interakcji melanocytéw/komérek czerniaka z sasiadu-
jacymi komérkami prawidtowymi. Przerwany zostaje
kontakt z keratynocytami, natomiast komdrka nabywa
zdolno$¢ interakgji z fibroblastami i komérkami endo-
telialnymi, co jest istotnym zdarzeniem w nabyciu in-
wazyjnego fenotypu przez te komdrki. Proces ten jest
regulowany réwniez przez same fibroblasty, o ktérych
mowa ponize;j.

Fibroblasty
Fibroblasty sa kolejnym istotnym komponentem ko-

moérkowym mikros§rodowiska nowotworowego (cancer
associated fibroblasts, CAFs). Petnig kilka zasadniczych
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Ryc. 1. Rola keratynocytow w powstaniu i progresji czerniaka. Proliferacja melanocytéw znajduje sie pod kontrola keratynocytéw, z ktorymi sa w Scistym kontakcie.
Mediatorem tego kontaktu s biatka adhezyjne, gtéwnie kadheryna E. Czynniki wzrostu wydzielane przez keratynocyty np. pod wptywem promieniowania UV lub
stymulowane biatkami wydzielanymi przez miofibroblasty (KGF) prowadza do obnizenia ekspresji E kadheryny na powierzchni melanocytow oraz stymulagji ich
proliferacji. Podobny efekt daje zmniejszenie ekspresji E-kadheryny na powierzchni keratynocytow pod wptywem dziatania czynnika transkrypcyjnego SLUG oraz
zmniejszenie ekspresji czynnika RXRa. Poprzez wydzielanie lub stymulowanie wydzielania metaloproteinaz keratynocyty uczestnicza rowniez w procesie inwazji

czerniaka. Niewykluczona jest tutaj rola wirusa HPV8

funkcji: promuja wzrost nowotworu przez wydzielanie
czynnikéw wzrostu, reguluja proces angiogenezy, orga-
nizuja podscielisko wytwarzajac komponenty macierzy
zewnatrzkomérkowej (kolagen, fibronektyna, laminina);
jednocze$nie wydzielajac kolagenaze uczestnicza w roz-
ktadzie macierzy pozakomdrkowej, co jest niezbedne
w procesie przemieszczania sie komérek i tworzenia
przerzutéw [96,116,139].

Na poczatkowym etapie rozwoju czerniaka, w fazie
RGP (radial growth phase), gdy zmiana nie ma cech in-
wazyjnych, fibroblasty mogg hamowa¢ dalszy rozwdéj
tego nowotworu [26]. Wykazano réwniez, ze fibroblasty
z aktywna $ciezkg NOTCH1 hamuja wzrost czerniaka,
a po$rednikiem tego procesu jest biatko WISP-1 [124].
Podczas dalszego rozwoju nowotwér w kilkuetapowym
procesie, opisanym doktadnie przez Ruitera i wsp. [116]
»przeciaga na swoja strone” fibroblasty. W pierwszym
etapie, pod wptywem czynnikéw wzrostu, takich jak
np. bFGF, TGF-B czy PDGF-A, fibroblasty rezydujace, ich
prekursory lub komérki macierzyste przemieszczaja sie
w kierunku komérek nowotworowych. Nastepnie od-
bywa sie aktywacja i proliferacja fibroblastéw. W ostat-
nim etapie ulegaja przeksztalceniu do miofibroblastéw
lub réznicowaniu do fibrocytéw [116]. W zaleznos$ci od
petnionych funkcji i umiejscowienia w guzie autorzy
wyrdzniaja cztery typy fibroblastéw: rezydujace, akty-
wowane, miofibroblasty i zréznicowane fibroblasty. Fi-

broblasty rezydujace sa umiejscowione w sgsiadujacej
tkance zdrowej i moga by¢ w kazdej chwili ,, rekrutowa-
ne” przez nowotwdr. Fibroblasty aktywowane rezyduja
w bezposrednim sgsiedztwie nowotworu, gdzie sa go-
towe do podziatéw i réznicowania w inne komponenty
komérkowe (miofibroblasty, perycyty, fibrocyty), jednak
nie sa catkowicie zaprzegniete na uzytek nowotworu.
Kluczowe znaczenie dla funkcjonowania guza maja mio-
fibroblasty oraz zréznicowane fibroblasty. Te pierwsze
znajdujg sie w rejonie czota inwazyjnego (leading edge),
gdzie przez wydzielanie czynnikéw wzrostu oraz rozktad
macierzy zewnatrzkomérkowej pod wpltywem proteaz,
promuja wzrost i inwazje nowotworu. Zréznicowane
fibroblasty, rezydujace wewnatrz guza pelnig funkcje
swoistego rusztowania dla masy nowotworowe;j [80,116].
Gtéwne czynniki wzrostu wydzielane przez miofibrobla-
sty to IGF-1, SC (scatter factor), bFGF, TGF-p i endoteliny.
Biatka te parakrynnie pobudzajg komdrki nowotworowe
do wzrostu i proliferacji. Jednoczes$nie czynniki o podob-
nych funkcjach wydzielane przez komdérki nowotworowe
(np. wspomniany wyzej PDGF) stymuluja podziaty fibro-
blastéw. By¢ moze oba procesy napedzajg sie w wyniku
dodatniego sprzezenia zwrotnego prowadzac do szyb-
kiego wzrostu czerniaka [116,139].

Oprécz napedzania proliferacji komérek czerniaka, nie-
ktére czynniki wzrostu wydzielane przez fibroblasty, np.
TGF-B, stymuluja komdrki nowotworowe do wydzielania
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biatek niezbednych w procesie inwazji i przerzutowa-
nia, np. kolagenu czy tenascyny [78]. Dodatkowo HGF,
powszechnie znany jako czynnik wydzielany przez fi-
broblasty, reguluje ekspresje dwéch podstawowych
w transformacji i nabywaniu inwazyjnego fenotypu bia-
tek adhezyjnych, E- i N-kadheryny, powodujgc zmniej-
szenie ekspresji tej pierwszej i podwyzszenie ekspresji
drugiej (cadherin shift) [66]. Fibroblasty wydzielaja réw-
niez proteazy rozkladajace komponenty macierzy zewna-
trzkomdrkowej, gtéwnie kolagen I. Najbardziej znane to
biatka z grupy metaloproteinaz (MMP1) [140] oraz pro-
teaza serynowa FAP (fibroblast activation protein). FAP
jest gtéwnym biatkiem sprzyjajacym progresji nowotwo-
réw wydzielanym przez fibroblasty. Korelacje nadekspre-
sji FAP z gorsza prognozg dla pacjentéw obserwuje sie
w wielu typach nowotwordéw [106]. W czerniaku dane
dotyczace tego biatka sa niejednoznaczne. Z jednej strony
FAP wydzielany przez fibroblasty pod wptywem promie-
niowania UV zwieksza inwazyjno$é komdrek czerniaka
oraz reguluje ekspresje biatka Fas [142]. Z drugiej strony,
Ramirez-Montagut i wsp. [109] obserwowali obnizenie
tumorogennosci komdrek czerniaka, w ktérych ekspery-
mentalnie uzyskano nadekspresje biatka FAP. Niewyklu-
czone, ze protumorogenne wiasciwosci FAP sg zwigzane
z ekspresja tego biatka przez fibroblasty, natomiast jego
ekspresja w komérkach czerniaka skutkuje przeciwnym
efektem. Spekulacje te sa zgodne z obserwacjami, ze FAP
ulega ekspresji gléwnie w fibroblastach oraz w melanocy-
tach niektérych znamion, natomiast nie wystepuje w ko-
mdrkach czerniaka pierwotnego i przerzutach [55] lub
wystepuje tylko jedna jego podjednostka [110].

Waznym mediatorem wzrostu czerniaka wytwarzanym
przez fibroblasty jest osteopontyna, OPN [17]. Pod wpty-
wem czynnika wzrostu PDGF-CC wydzielanego przez
komdrki czerniaka fibroblasty nie tylko migruja w re-
jon nowotworu, ale réwniez wydzielajg osteopontyne -
glikoproteine odpowiedzialng za indukcje angiogenezy
i proces przerzutowania w wielu typach nowotworéw
[89]. Ze wzgledu na udokumentowany wplyw na inwa-
zje i przerzutowanie czerniaka, OPN jest potencjalnym
markerem progresji tego nowotworu (wiecej w [17]).
Inne biatko promujace za posrednictwem fibroblastéw
inwazyjny fenotyp czerniaka to kaweolina 1 (Cav-1) [37].
Podobnie jak OPN i FAP, biatko to reguluje organizacje
macierzy zewnatrzkomérkowej. Na istotna role kawe-
oliny w rozwoju czerniaka wskazuje fakt, ze przerzuty
czerniaka sg wzbogacone w fibroblasty wytwarzajace
to biatko.

Oprécz wydzielania czynnikéw wzrostu i proteaz roz-
ktadajgcych macierz zewnatrzkomdrkowa, fibroblasty
reguluja fenotyp komdrek czerniaka wchodzac z nimi
w bezpo$redni kontakt. Jednym z mediatoréw tych in-
terakcji jest biatko ADAM-9 [148]. To adhezyjne biatko
o wihasciwosciach proteolitycznych umozliwia bezpo-
$redni kontakt tych dwéch typéw komérek sprzyjajac
w ten sposéb inwazyjnosci komérek czerniaka. Ponad-
to, fibroblasty wraz z innymi komérkami (§rédbtonek,
makrofagi, ptytki krwi) wydzielaja réwniez biatko PAR-1,

ktdre jest zaangazowane w proces stanu zapalnego, ko-
agulacji i petni dobrze udokumentowang role w procesie
przerzutowania [146].

W dalszym wzro$cie guza fibroblasty uczestnicza réw-
niez poprzez indukcje procesu angiogenezy, czyli two-
rzenia nowych naczyt krwiono$nych. Wydzielany przez
nie IGF-1 stymuluje wytwarzanie czynnikéw proangio-
gennych (IL-8, VEGF) przez komérki nowotworowe, Fi-
broblasty maja réwniez zdolno$¢ réznicowania sie do
perycytdw i strukturalnie mogg braé udziat w budowie
nowych naczyt [80]. Uczestnicza réwniez w zjawisku im-
munosupresji, czyli ucieczki komérek nowotworowych
spod nadzoru uktadu immunologicznego. Wykazano, ze
fibroblasty moga hamowa¢ przeciwnowotworowa ak-
tywno$é komérek NK przez zmniejszenie na powierzchni
tych komérek receptoréw niezbednych do rozpoznania
i eliminacji komdrek czerniaka. Mediatorem tego pro-
cesu jest prostaglandyna wydzielana przez aktywowane
fibroblasty [4].

Dotychczasowa wiedze o roli fibroblastéw w progresji
czerniaka prébuje sie wykorzystaé opracowujac nowe
strategie terapeutyczne nacelowane na ten komponent
nowotworu, np. wykorzystujac biatka swoiste dla fibro-
blastéw. Lee i wsp. [77] obserwowali przeciwnowotwo-
rowy efekt immunoterapii z wykorzystaniem przeciw-
ciat swoiécie rozpoznajacych biatko FAP; szczepionka
anty-FAP skutecznie hamowata wzrost zaréwno guzéw
czerniaka (B16/F10.9), raka sutka (4T1) oraz grasiczaka
(EL4). Schemat roli fibroblastéw w rozwoju czerniaka
przedstawia rycina 2.

KomORKI SRODBLONKOWE | PERYCYTY

Istotnym z punktu widzenia rozwoju nowotworu kompo-
nentem mikro$rodowiska sg komérki §rédbtonkowe (en-
dotelialne) wspéttworzace naczynia krwiono$ne. Razem
z naczyniami limfatycznymi, naczynia krwionoéne sta-
nowig gtéwne drogi rozsiewu komérek nowotworowych
do innych narzadéw. Stad jednym z gtéwnych proceséw
rozwoju guza angazujacych mikro§rodowisko jest proces
angiogenezy i limfogenezy. Tworzenie nowych naczyn
krwionos$nych i limfatycznych jest niezbedne do dalsze-
go wzrostu i rozsiewu nowotworu, réwniez czerniaka [5].
Angiogeneza w czerniaku jest autokrynnie i parakrynnie
stymulowana przez czynniki wzrostu, proteazy oraz wie-
le czynnikéw proangiogennych (doktadniej opisanych
w [84]) wydzielanych przez komérki czerniaka (VEGF,
bFGF, TGF-p, IL-8), a takze prawidtowe komérki, np. fi-
broblasty (IGF-1) czy komérki endotelialne (IL-8). Zré-
dtem czynnikéw proangiogennych jest réwniez macierz
zewnatrzkomdrkowa, z ktérej czynniki te sa uwalniane
pod wptywem metaloproteinaz i ich inhibitoréw wydzie-
lanych zaréwno przez komdérki nowotworowe (MMP-1,
-2,-9,-13, - 14), jak i fibroblasty (MMP2, MTIMMP,
TIMP1 i TIMP3 [116] oraz endotelium [139].

Warunkiem rozsiewu komérek nowotworowych jest ich
przedostanie sie do krwiobiegu. Na tym etapie komdrki
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Ryc. 2. Rola fibroblastow w powstaniu i rozwoju czerniaka. Fibroblasty stymuluja wzrost komdrek czerniaka poprzez wydzielanie czynnikow wzrostu (HGF, IGF, bFGF, SC,

TGF-B). Ponadto ufatwiaja inwazje poprzez obnizenie ekspresji E-kadheryny i podwyzszenie ekspresji N-kadheryny na powierzchni melanocytéw/komérek czerniaka,
wydzielanie biatek rozktadajacych macierz zewnatrzkomérkowa (MMP-1, FAP, OPN, CAV-1) oraz indukowanie wydzielania czynnikéw proangiogennych (IL-8, VEGF). W
promodji czerniaka uczestnicza réwniez inne biatka wytwarzane przez fibroblasty, takie jak ADAM9, czy PAR-1. Fibroblasty uposledzaja rowniez dziatanie komdrek NK

przez wydzielanie prostaglandyny

musza mie¢ zdolno$¢ ,,przeciskania sie” pomiedzy ko-
moérkami endotelialnymi. Proces ten jest uwarunkowany
obecnoscia swoistych biatek adhezyjnych na powierzch-
ni komérek nowotworowych i endotelium. Jedna z grup
biatek petnigcych te funkcje sa biatka JAMs (junctional
adhesion molecules [35,74]). Obecno$é biatka JAM-C na
powierzchni komérek czerniaka utatwia ich migracje
poprzez warstwe komérek endotelialnych, za$ po we-
dréwce komérek czerniaka z krwig do dalszych organéw
umozliwia im wyjscie z naczyn, tzw. ekstrawazacje, co
w efekcie powoduje rozsiew czerniaka. [74]. Inng gru-
pa nowo odkrytych biatek zaangazowanych w nasila-
nie rozsiewu czerniaka sg efryny. Wykazano, ze eks-
presja biatka EphB4 na powierzchni komérek czerniaka
sprzyja adhezji tych komérek do komérek endotelial-
nych wytwarzajacych ligand efryne B2. Interakcja ta
ulatwia rozsiew komdérek czerniaka do specyficznych
narzaddéw (site-specific metastatic dissemination), np.
pluc, nerek, watroby [48]. Obecnoéé efryny EPHA2 (jak
réwniez lamininy 5y2 i VE-kadheryny) jest natomiast
zwigzana ze zdolno$cia komdrek czerniaka do mimikry
naczyniowej. Efryna EPHA2 prawdopodobnie utatwia in-
terakcje komdérek czerniaka z komérkami endotelialny-
mi. Wiecej o plastycznosci komérek czerniaka pisze Hen-
drix i wsp. [47]. Innymi potencjalnie waznymi biatkami
modulujgcymi interakcje komérek nowotworowych i en-
dotelialnych sa TIM-3 [144] oraz ESAM [20]. TIM-3 to
biatko pierwotnie rozpoznane jako receptor komdrek
Thi, ktéry ulega ekspresji w komérkach endotelialnych
i odpowiada za ich interakcje z komdrkami czerniaka.
Jego obecnosé utatwia intrawazacje, zwieksza przezycie

komérek czerniaka w $wietle naczynia oraz moduluje
ich ekstrawazacje w miejscu przerzutu. Biatko ESAM,
nalezy do grupy immunoglobulin regulujacych inte-
rakcje miedzy komérkami endotelialnymi. Stymuluje
migracje komdrek endotelialnych i formowanie kapilar
in vitro, natomiast in vivo reguluje proces przerzutowa-
nia [20]. Jesli dalsze badania potwierdzg role tych biatek
w przerzutowaniu czerniaka mogg sie one staé poten-
cjalnym celem terapeutycznym w terapii uzupetniaja-
cej u pacjentéw z wysokim ryzykiem nawrotu choroby.
Schemat interakcji komdrek endotelialnych i perycytéw
z komérkami czerniaka przedstawia rycina 3.

Interesujace sa wyniki, ktére sugeruja, ze komérki endo-
telialne moga réwniez przeciwdziataé procesowi rozsie-
wu. Na modelu zwierzecym zaobserwowano pochtania-
nie komérek czerniaka B16 przez prekursorowe komérki
endotelialne. Proces ten byt zalezny od interakcji tych
dwéch typéw komérek regulowanej przez biatko SPARC.
Co ciekawe, tylko komérki EPC stymulowane przez ko-
mdérki nowotworowe miaty zdolno$¢ pochtaniania ko-
mdérek nowotworowych [30].

Waznym elementem mikro$rodowiska okotonaczynio-
wego i potencjalnym celem terapeutycznym sg réw-
niez perycyty - komdrki otaczajace naczynia wlosowate.
Aktywowane perycyty nowotwordw cze$ciej sie dzielg
i sa zdolne przeksztatci¢ sie nie tylko w perycyty, ale
réwniez adipocyty, komérki mie$ni gladkich naczyn czy
komdérki tworzgce macierz zewngtrzkomédrkowg [46].
Wykazano, ze interakcje komérek endotelialnych i pery-
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Ryc. 3. Rola komérek srodbtonkowych i perycytéw w rozwoju czerniaka. Komorki endotelialne wspéttworza naczynia krwionosne bedace, obok naczyn limfatycznych,
gtéwnymi drogami rozsiewu czerniaka. Komérki czerniaka wydzielaja czynniki proangiogenne regulujace proces angiogenezy oraz metaloproteinazy, ktére
rozktadajac macierz zewnatrzkomdrkowa utatwiaja migracje komérek oraz uwalniaja zasoby czynnikow stymulujacych proces neowaskularyzagji. Na komérkach
zaréwno czerniaka jak i srodbtonku znajduja sie biatka utatwiajace interakcje tych dwdch typéw komorek w procesie rozsiewu (EPHB4, TIM-3, ESAM, JAM-C), a takze
regulujace proces mimikry naczyniowej (EPHA2). W stabilizacji unaczynienia guza biora udziat rowniez perycyty

cytéw angazujace $ciezke sygnatowa PDGF sa kluczowe
w utrzymywaniu stabilizacji nowotworowych naczyn
krwiono$nych, a tym samym wzrostu guza [46]. Role
perycytéw w rozwoju czerniaka wykazano na modelu
myszy pozbawionych biatka NG2 (nerve/glial antigen 2),
bedacego istotnym komponentem perycytéw. U myszy
tych obserwowano zmniejszona waskularyzacje i ogra-
niczony wzrost czerniaka oka [98]. Terapia nacelowana
na te grupe komérek mikro§rodowiska nowotworowego
powodowala zmniejszenie guza w wyniku jednoczesnego
dziatania czynnikéw hamujacych receptor PDGF na pe-
rycytach oraz VEGFR na komdérkach endotelialnych [43].
Natomiast Nisancioglu i wsp. [92] nie wykazali zwiek-
szonej skutecznosci terapii antyangiogennej réznych
typéw nowotwordw, w tym czerniaka mysiego B16, po-
zbawionych perycytéw.

0dkad odkryto role naczyri krwionosnych i procesu an-
giogenezy w rozwoju nowotwordw, w tym czerniaka,
zaréwno naczynia krwionosne, jak i sam proces neo-
waskularyzacji staly sie obiecujacym celem terapeu-
tycznym. Podstawowym celem tych terapii jest zahamo-
wanie $ciezki gtéwnego regulatora angiogenezy, VEGF.
Podczas gdy w pewnych typach nowotworéw, np. raku
nerki, monoterapia z wykorzystaniem przeciwciata roz-
poznajacego VEGF (bewacyzumab) okazata sie wystar-
czajgco skuteczna, a w innych (rak piersi, ptuca, jelita
grubego, rak nerki z przerzutami, glejak) zwiekszata

skuteczno$¢ chemioterapii, to w czerniaku wiekszo$¢
przeprowadzonych préb klinicznych nie wykazata wiek-
szej skutecznoci terapeutycznej, zaréwno w monotera-
pii, jak i terapii kombinowanej [27]. Mata skuteczno$é
terapii antyangiogennych w czerniaku moze wynikaé
z tego, ze angiogeneza nie jest jedynym procesem two-
rzenia naczyn krwiono$nych w tym nowotworze. W tzw.
procesie kooptowania, czerniak moze wykorzystywaé
do wiasnych celéw istniejace okoliczne unaczynienie,
a w procesie mimikry naczyniowej jest zdolny tworzy¢
kanaty rozsiewu komérek nowotworowych bez udziatu
komérek endotelialnych [117]. Wiecej na temat angio-
genezy, unaczynienia, ich roli w progresji czerniaka oraz
mozliwosci wykorzystania w strategiach terapeutycz-
nych pisza Helfrich i Schadendorf [46].

Na proces angiogenezy i limfogenezy wptywaja nie tyl-
ko czynniki zwigzane z mikro$rodowiskiem nowotwo-
rowym, ale réwniez procesy, ktére dzieja sie w innych
cze$ciach organizmu, jak np. rozwijajaca sie cigza. Ana-
liza czynnikéw spoza mikro$rodowiska nowotworowego
wykracza poza ramy tej pracy, dlatego przytocze tylko
podstawowe fakty dotyczace tej kwestii. Wiekszo$¢é do-
tychczasowych analiz epidemiologicznych nie wykazata
wplywu ciazy i statusu hormonalnego kobiety na rozwéj
czerniaka [38], jednak nie brakuje opiséw przypadkdw,
ktére sugeruja zwigzek miedzy cigza [118, 28,100] lub
stosowang terapia hormonalng [19] a rozwojem czer-
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niaka. Réwniez najnowsze badania na modelu mysim
wskazuja, ze cigza stymuluje wzrost guzéw, tworzenie
przerzutéw oraz zwieksza $miertelno$¢ myszy obar-
czonych czerniakiem B16. Prawdopodobna przyczyna
jest intensywny rozwdj naczyn krwionoénych i limfa-
tycznych. Wykazano, ze w poréwnaniu z grupa kontro-
Ing guzy u myszy brzemiennych charakteryzowaly sie
podwyzszonym poziomem VEGF oraz intensywniejsza
limfangiogeneza [61]. Niewykluczone, ze czynniki hor-
monalne mogg indywidualnie wptywacé na przebieg cho-
roby, dlatego istotne wydaje sie dalsze zgtebianie tego
zagadnienia i poszukiwanie wyznacznikéw hormonow-
razliwosci tego nowotworu.

Czerniak rozsiewa sie réwniez droga limfatyczng. Jed-
nym z istotnych czynnikéw prognostycznych jest obec-
no$¢ komérek nowotworowych w wezle wartowniczym,
czyli pierwszym wezle, do ktérego sptywa chtonka z oko-
lic zmiany nowotworowej [85]. Naczynia limfatyczne nie
tylko stanowig kanaly rozsiewu komérek, ale réwniez
aktywnie przyciagaja je do docelowych miejsc tworze-
nia przerzutéw. Jednym z mechanizméw jest aktywa-
cja $ciezki CXCR4/SDF. Komdrki czerniaka z ekspresja
biatka CXCR4 umiejscawiajg sie w docelowych narza-
dach, ktérych naczynia limfatyczne wydzielaja czynnik
SDF-1 [62].

KomORKI UKEADU IMMUNOLOGICZNEGO

Istotng role w procesie wzrostu nowotworu odgrywa-
ja réwniez komérki uktadu odpornosciowego. Jakkol-
wiek na poczgtkowym etapie procesu nowotworzenia
system immunologiczny moze hamowaé progresje, to
w dalszych etapach niektére jego elementy sprzyjaja
rozwojowi nowotworu, uczestniczac w kilku procesach:
wzro$cie guza, angiogenezie oraz immunotolerancji.
Sposréd wszystkich komérek uktadu odpornosciowe-
go najlepiej poznana jest rola makrofagéw. Naturalng
funkcja makrofagéw jest odpowied? na infekcje oraz
zranienia. Sa pierwszymi komérkami, ktére pojawia-
ja sie w miejscach patologicznych zmian i, wydziela-
jac cytokiny oraz chemokiny, przyciagaja inne komdérki
immunologiczne. Wytwarzaja réwniez czynniki wzro-
stu i czynniki proangiogenne stymulujgce proces goje-
nia sie ran. W poczatkowym etapie rozwoju nowotworu
makrofagi stanowia pierwsza linie obrony przed roz-
wijajacym sie nowotworem, jednakze z czasem zostaja
»przejete” przez nowotwér i ich dotychczasowe funkcje
sprzyjaja jego progresji. W stanach patologicznych, np.
w przewleklym stanie zapalnym, moga réwniez inicjo-
waé proces nowotworzenia. Makrofagi, ktére niejako
przeszty na strone ,,wroga”, to tzw. makrofagi zwigzane
z nowotworem, TAMs (tumor-associated macrophages).
Badania TAMs w réznych typach nowotworédw wyka-
zaly, ze ich rola w rozwoju nowotworu zalezy od kon-
stelacji cytokin wytwarzanych przez te komérki oraz
czynnika CSF-1 (colony stimulating factor). Ekspresja
cytokin, takich jak IL-4, - 12, - 14 czy GM-CSF, sprzyja
przeciwnowotworowej aktywno$ci makrofagéw, nato-
miast obecno$¢ rozpuszczalnej postaci CSF-1 oraz IL-6

i TGF-B, powoduje, ze komdrki te sa aktywnie przycigga-
ne do guza lub w obszar stanu zapalnego. W miejscach
przewlektego stanu zapalnego nie tylko mogg inicjowaé
proces nowotworzenia, ale réwniez promowaé dalszy
wzrost i progresje przez wydzielanie czynnikéw wzro-
stu, stymulowanie angiogenezy, synteze proteinaz i es-
trogendw, a takze immunosupresje. W réznych typach
nowotwordw, miedzy innymi raku piersi, szyjki macicy,
prostaty czy glejakach, obecno$¢ makrofagéw w guzie
koreluje z rokowaniem pacjentéw [103,108]. Jak makro-
fagi wplywaja na rozwdj czerniaka?

W czerniaku makrofagi zasiedlajace nowotwér zwane sa
melanofagami ze wzgledu na obecno$¢ melaniny pocho-
dzgcej od pochtonietych komérek czerniaka. Makrofagi
naciekajgce zmiane wykryto w réznych typach czernia-
ka: zmianach skérnych [11], w czerniaku oka [15,58] oraz
btonach $luzowych nosa [126]. W powyzszych badaniach
obecno$¢ makrofagéw korelowata z gorsza prognoza
u pacjentéw [15,58,126], aczkolwiek sa réwniez bada-
nia wykazujace dodatnia korelacje obecnosci melano-
fagéw w zmianie pierwotnej z prognoza dla pacjentéw
[40]. W zmianach skérnych makrofagi umiejscawiaja sie
gtéwnie w ogniskach pierwotnych, natomiast w mniej-
szym stopniu w przerzutach i znamionach. Charaktery-
zuje je ekspresja prozapalnego biatka COX-2, ktére jest
réwniez wydzielane przez komérki nowotworowe [11].
Biatko to jest dobrze udokumentowanym mediatorem
stanu zapalnego promujgcego proces kancerogenezy
w tkankach epitelialnych [122]. Makrofagi wydzielaja
réwniez cytokiny regulujace podstawowe procesy w pro-
gresji nowotworu, takie jak rozsiew (TGF-p) [12], angio-
geneza (IL-10) [21] czy immunotolerancja (IL-10) [29].
Jednocze$nie brak lub zmniejszone wydzielanie niektd-
rych cytokin moze upo$ledza¢ procesy immunologiczne
zachodzace w rozwijajacym sie czerniaku. Wykazano,
ze niska ekspresja CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 oraz
CXCL10 w zmianach nowotworowych czerniaka korelu-
je ze zmniejszonym naciekiem limfocytéw [41]. Skad-
inad wiadomo, ze obecno$¢ limfocytéw T w pierwotnej
zmianie (TIL, tissue infiltrating lyphocytes) [24], a tak-
ze komdérek typu B [73] jest niezaleznym, pozytywnym
czynnikiem rokowniczym. Sprzymierzericem w walce
z rozwijajacym sie nowotworem jest wspomniany wy-
zej GMC-SF. Najnowsze badania wskazujg, ze makrofa-
gi stymulowane ta cytoking wydzielajg rozpuszczalng
postad receptora VEGF (sVEGFR-1), ktdra antagonizuje
dzialanie VEGF. Proces jest mediowany przez czynnik
HIF-2 i prowadzi u myszy do redukcji procesu angioge-
nezy [111]. Przeciwna role cytokin w progresji czerniaka
sugeruja badania roli biatka SOCS-1 w rozwoju przerzu-
téw czerniaka w mézgu [54]. SOCS-1 hamuje odpowiedz
komérkowa na réznego rodzaju cytokiny, takie jak np.
IL-6, - 4. Wykazano, zZe zmniejszona ekspresja tego biat-
ka w przerzutach czerniaka do mézgu wiaze sie z akty-
wacja $ciezki STAT3 oraz nadekspresja VEGF, bFGF oraz
MMP-2, a w konsekwencji wzmozona angiogeneza i in-
wazyjnoscig. Przywrécenie ekspresji tego biatka, skut-
kuje natomiast znaczacym przyhamowaniem rozwoju
przerzutéw w mézgu.
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Niewykluczone, Ze cytokiny prozapalne wydzielane przez
komérki uktadu immunologicznego mogg sie przyczyniaé
do powstania czerniaka. Miedzy innymi, zaburzeniami
w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego, takimi jak
podwyzszony poziom cytokin prozapalnych i upo$ledzo-
na aktywno$¢ limfocytéw CD4, prébuje sie ttumaczyé
wiekszg zachorowalno$¢ i gorsze rokowanie w przebiegu
czerniaka u ludzi w starszym wieku [44]. By¢ moze cytoki-
ny prozapalne moga sie przyczynia¢ takze do powstania
czerniaka w wyniku mechanicznych urazéw lub draznie-
nia znamion [135], aczkolwiek potwierdzenie tego przy-
puszczenia wymaga dalszych badan. Szerzej o roli cytokin
w czerniaku pisze Navarini-Meury i wsp. [91].

Makrofagi moga réwniez bezpos$rednio wplywaé na
powstanie agresywnego fenotypu czerniaka. Wykaza-
no, ze fuzja makrofagéw z komérkami tego nowotwo-
ru prowadzi do powstania klonéw komérkowych, ktére
majg wiekszg zdolno$¢ do chemotaksji, wyzszy potencjat
przerzutowania [76], wiekszg ruchliwo$¢ oraz cechuje je
aneuploidia i heterogenno$¢ [65]. Komérki hybrydowe
charakteryzowata ekspresja kluczowych w progresji no-
wotwordw biatek regulujgcych takie procesy jak wiaza-
nie komdrek nowotworowych z endotelium (LAMP-1),
czy przejscie epitelialno-mezenchymalne (SPARC) [76].
Zdaniem autordw, zjawiska takie jak autofagia i efekt
Wartburga, ktére sa silnymi wyznacznikami nowotwo-
rowymi, mogg by¢ skutkiem fuzji tych komérek z ko-
moérkami uktadu immunologicznego.

Uktad immunologiczny ma réwniez swdj udziat w proce-
sie angiogenezy. Oprdcz wspominanych proangiogennych
cytokin wydzielanych przez komérki uktadu immunolo-

gicznego pewna role przypisuje sie prekursorom komérek
dendrytycznych. Haass i Herlyn [39] twierdza, Ze moga sie
one przeksztatca¢ w komérki endotelialne infiltrujace guz
i uczestniczy¢ w powstawaniu nowych naczyn krwiono-
$nych. Proces przerzutowania moga promowac réwniez
inne komdérki uktadu immunologicznego, np. neutrofile
polimorfojadrowe. Uczestnicza one w adhezji komérek
czerniaka do komérek endotelialnych i utatwiaja w ten
sposdb ekstrawazacje komérek nowotworowych w proce-
sie rozsiewu [81]. Proces ten jest regulowany przez biatka
adhezyjne na komérkach czerniaka i neutrofilach, odpo-
wiednio ICAM-1 i integryne B. Co ciekawe, ekspresja in-
tegryny P jest stymulowana wydzielang przez komérki
nowotworowe cytokine IL-8, o dobrze udokumentowanej
roli w progresji czerniaka [86]. Schematyczne przedsta-
wienie roli komérek uktadu immunologicznego w rozwoju
czerniaka prezentuje rycina 4.

KoMORKI CZERNIAKA

W kontekscie mikrosrodowiska nowotworowego nie
mozna poming¢ badan, ktére wskazujg na istotny wpltyw
dojrzatych komérek nowotworowych na prawidtowe,
niestransformowane melanocyty. Wykazano, ze mikro-
$rodowisko zto$liwych komérek czerniaka powoduje
transréznicowanie prawidtowych melanocytéw do ko-
morek ztodliwych. Po czterodniowej inkubacji w tréj-
wymiarowym mikros$rodowisku uprzednio prekondy-
cjonowanym hodowla komérek ztosliwych, melanocyty
nabywaly bardziej inwazyjny fenotyp oraz wykazywa-
ty profil ekspresji zblizony do profilu komérek ztosli-
wych. Nadekspresji ulegaty miedzy innymi geny zwigza-
ne z procesem inwazyjnosci, takie jak np. EPHA2, VEGFC,
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Ryc. 4. Rola komérek uktadu odpornosciowego w rozwoju czerniaka. Makrofagi (melanofagi) wydzielaja wiele czynnikow regulujacych takie procesy jak angiogeneza (IL-10),
przerzutowanie (TGF-beta) oraz immunosupresja (IL-10). Réwniez zmniejszona ekspresja niektdrych cytokin moze prowadzi¢ do uposledzenia rekrutacji limfocytow
Tw miejsce rozwijajacego si¢ nowotworu. Makrofagi moga rowniez ulegac fuzji z komérkami czerniaka tworzac komérki hybrydowe majace wieksza zdolno$¢ do
autofagii, TEM i angiogenezy. Neutrofile natomiast reguluja interakcje komdrek czerniaka z endotelium podczas ekstrawazacji

LAMP-1
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PLAU, CDH5, VIM, natomiast bez zmian, na wysokim po-
ziomie utrzymywata sie réwniez ekspresja gendw zwig-
zanych z réznicowaniem melanocytéw (MITF, TYR, ME-
LAN-A) [119]. Jesli zjawisko to wystepuje réwniez in vivo,
takie epigenetyczne indukowanie inwazyjnego fenotypu
w komdrkach sgsiadujacych z czerniakiem mogtoby cze-
$ciowo ttumaczyé jego szybki wzrost i duza agresywnosé.

Podsumowujac, prawidtowe komérki mikrosrodowi-
ska nowotworowego odgrywaja istotna role na kaz-
dym etapie powstania i rozwoju czerniaka. Poczatkowo
keratynocyty, makrofagi czy fibroblasty moga dziataé
przeciwnowotworowo, z czasem jednak rozwijajacy sie
nowotwdr nabywa sprzymierzeficéw w postaci miofibro-
blastéw, melanofagdw, perycytéw oraz komérek uktadu
immunologicznego. Wzajemna interakcja wszystkich ko-
moérkowych komponentéw mikrosrodowiska czerniaka
moze sprzyjaé jego szybkiemu i agresywnemu wzrosto-
wi. Powyzsze interakcje wystepuja w warunkach niedo-
tlenowania, ktére dodatkowo promuje rozwdéj czerniaka.

RoLA HIPOKSJI W POWSTANIU | PROGRESJI CZERNIAKA

Rola hipoksji w procesie progresji réznych typéw nowo-
twordw jest bogato udokumentowana. Stan niedotleno-
wania wptywa na istotne dla rozwoju raka procesy, takie
jak angiogeneza [31], immunosupresja [33], utrzyma-
nie komérek macierzystych oraz wszystkie etapy pro-
cesu przerzutowania [83]. Coraz wiecej danych wskazuje
na wazna role hipoksyjnego mikros§rodowiska réwniez
w rozwoju czerniaka.

Podczas gdy w wiekszosci litych nowotwordw stan nie-
dotlenowania pojawia sie dopiero na pewnym etapie
wzrostu raka, gdy masa rosngcego guza jest niedosta-
tecznie unaczyniona, w skérze tagodna hipoksja (3-5%
0,) jest stanem naturalnym. Stad od poczatku melano-
cyty i rozwijajacy sie czerniak, niezaleznie od wielko$ci,
podlegaja dziataniu niskiego stezenia tlenu [32]. O stabi-
lizacji czynnika HIF-1, gtéwnego regulatora odpowiedzi
komdrek na stan niedotlenowania, w tych warunkach
$wiadczy ekspresja w skérze podstawowych markeréw
hipoksji, takich jak CAIX i GLUT1 [6]. Stan hipoksji utrzy-
muje sie na dalszych etapach rozwoju czerniaka zaréw-
no w zmianach pierwotnych [42], jak i przerzutach [75].

Dopiero w ostatnich latach zaczeto poznawaé i rozu-
mie¢ znaczenie niedotlenowania w rozwoju czerniaka.
Dotychczasowe badania wskazuja, Ze obnizone stezenie
tlenu moze by¢ jednym z istotnych czynnikéw nie tylko
promujgcych wzrost i progresje czerniaka, ale réwniez
inicjujgcym jego powstanie. Niewykluczone, ze towarzy-
szacy mu na kazdym etapie rozwoju stan hipoksji lub fe-
notyp hipoksyjny komdrek jest jednym z czynnikdw od-
powiedzialnych za duzg agresywno$¢ tego nowotworu.

Hipoksja a powstanie czerniaka

Badania ostatnich lat wskazuja, Ze hipoksja moze sprzy-
jaé transformacji nowotworowej melanocytéw. Jako

pierwsi wyniki te zebrali i przedyskutowali pionierzy
tych badan, Bedogni i Powell [6]. Ich zdaniem stan fagod-
nej hipoksji, ktéry prowadzi do aktywacji $ciezki HIF-1,
zapobiega starzeniu si¢ melanocytéw. W fizjologicznych
(niepatologicznych) warunkach jest to korzystne zjawi-
sko, poniewaz pozwala zachowaé pule trudno odnawial-
nych komdrek macierzystych melanocytéw w skérze.
Przeciwdziatanie starzeniu moze jednak prowadzi¢ jed-
noczes$nie do promowania transformacji nowotworowej
melanocytéw. Zdaniem autoréw tagodna hipoksja (2%)
indukujac prozyciowa $ciezke HIF-1 sprzyja transforma-
cji nowotworowej melanocytéw przez blokowanie pro-
cesu starzenia melanocytéw, ktére w wyniku aktywacji
np. onkogenu BRAF majg przewage proliferacyjna nad
niezmutowanymi komérkami. W badaniach z 2005 roku,
ci sami autorzy wykazali, ze melanocyty z aktywna $ciez-
ka AKT duzo tatwiej podlegaja transformacji w warun-
kach hodowli przy obnizonym stezeniu tlenu niz w wa-
runkach standardowych. Bylo to zalezne od aktywno$ci
gtéwnego regulatora odpowiedzi na hipoksje, czynnika
HIF-1 [8]. Badania innych grup wykazaty zalezno$¢ klu-
czowych w rozwoju czerniaka biatek, takich jak BRAF,
NOTCH-1 czy MITF, z hipoksyjnym $rodowiskiem i ak-
tywno$cia czynnika HIF-1. Zaréwno onkogen BRAF, ktéry
jest najczesciej aktywowanym onkogenem w czerniaku
[68], jak i MITF, czesto ulegajacy w czerniaku amplifi-
kacji [18], stymuluja ekspresje HIF-1 w melanocytach
i w komérkach czerniaka. Aktywno$¢ HIF-1 w melano-
cytach ze zmutowanym BRAF zwieksza przezycie tych
komoérek w warunkach hipoksji. Poniewaz mutacje BRAF
wykrywa sie réwniez w znamionach, niewykluczone, ze
aktywacja $ciezki HIF-1 pod wptywem BRAF jest waznym
zdarzeniem w transformacji melanocytéw, dajacym tym
komdérkom przewage nad niezmutowanymi w hipoksyj-
nym $rodowisku skdry.

Stan niedotlenowania stymuluje réwniez ekspresje biat-
ka NOTCH-1[7] pelniacego réznorakie funkcje w rozwo-
junowotwordw [115]. W czerniaku aktywacja NOTCH-1
wystepuje na wczesnym etapie transformacji melano-
cytéw i warunkuje progresje tego nowotworu (wiecej
w [99]). Badania in vitro wykazaty réwniez, ze obecno$é
mutacji BRAF oraz aktywnej $ciezki Akt3 w melanocy-
tach sa wystarczajgce do transformacji tych komérek
[22]. Czy czynnik HIF-1 jest mediatorem tego procesu
wykazg dalsze badania. Niezaleznie od udziatu HIF-1
w powyzszych regulacjach, dotychczasowe wyniki wska-
zujg na wazna role $ciezki HIF-1 w promowaniu transfor-
macji melanocytéw, a najnowsze badania potwierdzaja
to przypuszczenie.

Wydaje sig, ze aktywno$¢ HIF-1 jest niezbedna réwniez
do transformacji melanocytéw pod wptywem mutacji
aktywujacej biatko c-Kit [88]. Melanocyty, w ktérych eks-
presji ulegato zaréwno zmutowane biatko c-Kit jak i czyn-
nik HIF-1alfa mialy zdolno$¢ tworzenia kolonii w agarze
(wyrdznik transformacji nowotworowe;j). Komérki te ce-
chowata konstytutywna aktywacja $ciezek PI3K/Akt oraz
MAPK/ERK. Obecno$¢ w komérkach tylko zmutowanego
biatka c-Kit prowadzgca do aktywacji $ciezki PI3K/Akt,
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byta niewystarczajaca do indukgcji transformacji mela-
nocytéw. Wyniki te wskazuja, ze hipoksyjne $rodowisko
moze by¢ promotorem onkogennych wilasciwosci biatka
c-Kit w melanocytach, a posrednikiem tego procesu jest
czynnik HIF-1a.

0 znaczeniu HIF-1 w dalszym rozwoju czerniaka $wiad-
czy jego konstytutywna ekspresja w komdérkach czer-
niaka [71] oraz jej wzrost towarzyszacy progresji no-
wotworu [87]. Komérki wyprowadzone ze zmiany
nowotworowej w fazie VGP i przerzutéw cechuja sie
wieksza ekspresja tego czynnika w poréwnaniu z me-
lanocytami i liniami wyizolowanymi ze zmian w fazie
RGP [68,87]. Oprécz niedotlenowania i zmian gene-
tycznych réwniez dziatanie promieniowania UV oraz
metali ciezkich pozytywnie reguluje ekspresje tego
czynnika w melanocytach [97]. Autorzy pracy szcze-
gbétowo opisuja role czynnika HIF-1 w transformacji
nowotworowej nie tylko melanocytéw, ale réwniez ke-
ratynocytéw. Co ciekawe HIF-1 jest mediatorem $mierci
apoptotycznej keratynocytéw pod wptywem dziatania
promieni UVB [94].

Podsumowujac, ekspresja czynnika HIF-1 w melanocy-
tach/komdrkach czerniaka moze byé regulowana réz-
nymi czynnikami. Poczawszy od niedotlenowania, przez
zmiany genetyczne, po dziatanie czynnikéw makro$ro-
dowska, np. UV i metale ciezkie. Wszystkie one przyczy-
niaja sie do statej aktywacji $ciezki HIF-1.

Onkogenna aktywno$¢ HIF-1/hipoksji w melanocytach
wigze sie najprawdopodobniej z regulacjg istotnych
w rozwoju czerniaka $ciezek oraz ich biatek efektoro-
wych. Jednym z nich jest wptyw HIF-1 na aktywno$¢

p53. Sendoel i wsp. [121] na modelu Caenorhabditis elegans
wykazali, ze HIF-1 hamuje proapoptotyczna aktywnosé
biatka p53 poprzez indukcje ekspresji biatka z rodziny ty-
rozyn, TYR-2. Biatko to jest antagonista apoptozy indu-
kowanej przez p53. Brak jego aktywno$ci w komérkach
czerniaka prowadzi do wzrostu intensywnosci apoptozy.
Niewykluczone, ze hamowanie proapoptotycznej ak-
tywnosci p53, mediowane przez czynnik HIF-1, spetnia
warunek konieczny petnej transformacji melanocytéw
zmutacja onkogenu BRAF lub aktywna $ciezke AKT, czy-
li zablokowanie $ciezek sygnatowych regulujacych cykl
komdérkowy i/lub §mieré komérki.

HIF-1 zmniejsza réwniez ekspresje kluczowego w trans-
formacji melanocytéw biatka adhezyjnego, E-kadhe-
ryny, przez aktywacje inhibitora jego ekspresji, biatka
SNAIL. Posrednikiem w tej molekularnej kaskadzie jest
biatko LOX, ktdrego ekspresja znajduje sie pod kontro-
la czynnika HIF-1 i wzrasta w warunkach niedotleno-
wania [78]. E-kadheryna jest réwniez efektorem biatka
NOTCH-1. Aktywacja $ciezki Notch-1 w poczatkowych
etapach transformacji nowotworowej powoduje obnize-
nie ekspresji E-kadheryny i zwiekszenie ekspresji inne-
go waznego w progresji czerniaka biatka adhezyjnego,
MCAM [101]. Sciezka NOTCH jest cisle powigzana z hi-
poksyjnym mikro$rodowiskiem, gdyz biatko NOTCH-1
jest pod bezposrednia regulacjag wtasnie czynnika HIF-1,
jak réwniez $ciezki Akt [8].

Niewykluczone, ze warunki hipoksji oraz czynnik HIF-1
dodatkowo promuja przezycie i proliferacje melanocy-
téw w wyniku aktywacji dwéch najistotniejszych $cie-
zek sygnatowych w czerniaku, MAPK i PI3K [69,134],
skadingd prowadzacych do wzrostu ekspresji samego
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Ryc. 5. Regulacja aktywnosci czynnika HIF-1 w komérkach czerniaka. Podstawowy czynnik transkrypcyjny regulujacy odpowiedz na hipoksje moze byc aktywowany w
wyniku dziatania zaréwno czynnikéw zewnetrznych, takich jak niskie stezenie tlenu, promieniowanie UV oraz metale cigzki, jak réwniez w wyniku aktywagji Sciezek
sygnatowych zwiazanych z BRAF, MITF, czy PTEN. Efektem jego aktywnosci jest indukeja ekspresji biatek kluczowych w rozwoju czerniaka (np. NOTCH-1, LOX, VEGF) oraz
represja supresorow np. p53, (DH-1
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czynnika HIF-1. Interakcja tych dwdch szlakéw moze
prowadzi¢ do dodatniego sprzezenia zwrotnego nape-
dzajacego proliferacje i wzrost komérek. Regulacje ak-
tywnos$ci czynnika HIF-1 oraz jego wybrane cele mole-
kularne przedstawia rycina 5.

Hipoksja moze réwniez promowad rozwdj czerniaka
przez uposledzenie odpowiedzi immunologicznej. No-
man i wsp.[93] wykazali, ze w warunkach niedotleno-
wania komérki mysiego czerniaka sg bardziej oporne na
lize wywotang dziataniem komérek T cytotoksycznych.
Jest to spowodowane zwiekszona intensywnoscia pro-
cesu autofagii w komérkach czerniaka pod wptywem
hipoksji.

Podsumowujac, powyzsze wyniki §wiadczg, ze hipok-
sja w pewnym kontekscie molekularnym, np. w przy-
padku wystepowania mutacji w genach BRAF, RAS lub
c-KIT, moze prowadzi¢ do nabycia przez komérki zdol-
nosci wzrostu niezaleznego od zewnetrznych czynni-
kéw wzrostu oraz od kontroli keratynocytéw, a tak-
ze zdolnosci przeciwdziatania procesowi starzenia. Sg
to warunki niezbedne do przejécia z etapu znamienia
barwnikowego do zmiany nowotworowej (RGP). Inten-
sywnie proliferujace komérki sa jednocze$nie oporne
na dziatanie limfocytéw T, co moze powodowacé szybki
wzrost nowotworu, za$ poglebiajacy sie stan hipoksji
prowadzi do nabycia przez komdrki czerniaka inwazyj-
nego fenotypu [39].

Hipoksja a inwazyjny fenotyp czerniaka
i tworzenie przerzutéw

Czerniak w fazie wzrostu wertykalnego cechuje sie zdol-
noécia inwazji okolicznych tkanek i tworzenia przerzu-
téw. Hipoksja oraz gtéwne czynniki biorgce udziat w od-
powiedzi na niedotlenowanie maja udokumentowany
wplyw na proces inwazji i przerzutowania w wielu ty-
pach nowotwordw. Obnizone ci$nienie tlenu induku-
je zmiany w komérkach nowotworowych prowadzace
do selekcji agresywnego, sprzyjajacego inwazji fenoty-
pu oraz tworzenia przerzutéw. Wykazano, ze hipoksja
promuje kazdy etap progresji nowotworu - od procesu
transformacji mezenchymalno-epitelialnej komérek,
przez etap intrawazacji, przezycie komérek w krwio-
biegu i ekstrawazacje, po wzrost w miejscu utworzenia
przerzutu [83].

Hipoksja jest jednym z czynnikéw mikrosrodowiska no-
wotworowego, ktéry moze promowaé inwazyjny fenotyp
réwniez komdrek czerniaka. Juz w latach 90 ub.w. Stack-
poliwsp. [128] wykazali, ze komérki mysiego czerniaka
poddane dziataniu hipoksji intensywniej proliferuja, sa
bardziej inwazyjne oraz tatwiej tworzg przerzuty. Po-
dobne obserwacje poczyniono dla komérek ludzkiego
czerniaka oka (Mum2B), ktére w warunkach hipoksji
wykazywaty wieksza zdolno$é migracji, inwazji i adhezji
[138]. Zmiany te byty zalezne od czynnika HIF-1 i towa-
rzyszyta im ekspresja m.in. genu kodujacego receptor
chemokiny 4, CXCR4, ktérego wpltyw na inwazyjnosé

i przerzutowanie komérek réznych typédw nowotwordéw
jest dobrze udokumentowany [131]. Wzrost agresywno-
$ci komérek czerniaka pod wptywem hipoksji i ograni-
czonych zasobéw sktadnikéw odzywczych obserwowali
réwniez Osawa i wsp. [97]. Komérki mysiego czernia-
ka poddane dziataniu podwéjnego stresu wykazywaty
zwiekszony potencjal proliferacyjny in vitro oraz wzrost
tumorogennosci i inwazyjnosci in vivo, najprawdopodob-
niej zwiazany z aktywacja $ciezki Akt lub nadekspresja
czynnika Fgf21.

Hipoksyjne mikro§rodowisko sprzyja réwniez procesowi
przerzutowania komérek czerniaka. Obserwowano wiek-
sza, w poréwnaniu z grupa zwierzat kontrolnych, liczbe
guzéw w ptucach myszy, ktérej wstrzykiwano dozylnie
komdérki czerniaka B16 uprzednio poddane dziataniu
obnizonego stezenia tlenu [104]. Wykazano réwniez do-
datnig korelacje miedzy liczba spontanicznych przerzu-
téw ludzkich czerniakéw (D-12, R-18) przeszczepionych
myszom a wielko$cig obszaréw hipoksji w ich guzach
pierwotnych. W badaniu tym guzy bardziej hipoksyjne
wykazywaly wiekszy potencjal przerzutowania [112].
Dalsze badania potwierdzity wptyw hipoksji zaréwno
na unaczynienie jak i przerzutowanie [113], aczkolwiek
kolejne analizy wykazatly, ze w wiekszym stopniu niz
stan oksygenacji guza rozsiewowi komdérek sprzyja po-
tencjal angiogenny komdrek i stopieri unaczynienia guza
[114]. Te pozornie rozbiezne wyniki moga sugerowac,
ze istotniejszy w rozwoju nowotworu jest hipoksyjny
fenotyp jego komdrek niz stan hipoksji guza. Przypusz-
czenia te potwierdzaja badania Qi i wsp. [107]. Autorzy
analizowali wptyw zahamowania biatka Siah2 na wzrost
i progresje czerniaka. Siah2 jest ligazg ubikwityny, kté-
ra reguluje m.in. degradacje hydroksylazy prolinowej 3
(Phd3), uczestniczacej w stabilizacji podjednostki alfa
HIF-1. Zahamowanie aktywnos$ci Siah2 prowadzito do
degradacji HIF-1a w komdrkach czerniaka i znaczacej
redukcji przerzutéw tego nowotworu do ptuc myszy. Po-
wstate, nieliczne przerzuty w poréwnaniu ze zmianami
w grupie zwierzat kontrolnych cechowal zmniejszony
potencjat proliferacyjny, niskie unaczynienie oraz in-
tensywna apoptoza.

W komérkach nowotworowych aktywnos$¢ HIF-1 jest wy-
nikiem niedotlenowania lub czynnikéw niezaleznych od
poziomu tlenu, np. aktywacji onkogenéw, zahamowania
supresoréw lub dziatania niektérych czynnikéw wzrostu
i cytokin [10,67,120]. W czerniaku odpowiedZ na natu-
ralng hipoksje mikrosrodowiska skéry moze by¢ potego-
wana aktywnoscig onkogenu BRAF na wczesnym etapie
powstawania czerniaka, a onkogenu MITF na dalszym
etapie rozwoju tego nowotworu. Oba te biatka stymu-
luja ekspresje czynnika HIF-1a w komérkach czerniaka
i melanocytach, o czym wspomniano wcze$niej. Niewy-
kluczone, ze gdy na poczatkowym etapie melanomage-
nezy istotna jest zaréwno aktywacja prozyciowej $ciez-
ki HIF-1, jak réwniez poglebiajace sie w miare wzrostu
nowotworu niedotlenowanie, bedgce swoistym czynni-
kiem selekcjonujacym lepiej przystosowane i bardziej
agresywne komérki [129], to w dalszym etapie progre-
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sji znaczenie selekcji maleje, natomiast istotna staje sie
indukcja agresywnego fenotypu hipoksyjnego poprzez
bezpos$rednia regulacje ekspresji genédw [60] lub zmiany
epigenetyczne [123].

Zdolno$¢ rozsiewu komérek nowotworowych jest $ci-
$le powiagzana z obecnoscia naczyn krwionosnych i lim-
fatycznych w guzie nowotworowym. Nie inaczej jest
w czerniaku. Stan niedotlenowania jest najwazniejszym
czynnikiem indukujagcym proces tworzenia nowych na-
czyh krwiono$nych, czyli angiogenezy. Pod kontrola
gtéwnego regulatora odpowiedzi na hipoksje, czynnika
HIF-1, znajduje sie biatka proangiogenne, w tym najwaz-
niejszy stymulator angiogenezy, VEGF [132]. Wykazano,
ze hipoksja powoduje wzrost ekspresji VEGF w komér-
kach czerniaka z aktywnym biatkiem BCL-2 [134]. Jego
ekspresje wykrywano réwniez w zmianach czerniako-
wych oraz znamionach barwnikowych [102]. Ta ostatnia
obserwacja potwierdza, ze $ciezka HIF-1 jest aktywna juz
na wczesnych etapach rozwoju czerniaka.

Hipoksja moze miec¢ réwniez wplyw na progresje nowotwo-
ru poprzez promowanie tworzenia alternatywnych drég
rozsiewu komdérek, czyli mimikre naczyniowg. Sun i wsp.
[130] obserwowali zwiekszong liczbe kanatéw imitujgcych
naczynia w niedotlenowanych guzach mysiego czerniaka
B16. Na tym samym modelu, grupa chifiska [145] wyka-
zala, ze proces ten moze by¢ stymulowany przez induko-
wang w warunkach hipoksji tzw. ,liniowa programowang
$mier¢ nekrotyczna” (lineary patterned programmed cell
necrosis, LPPCN). Badacze sugerujg, ze powstata w wyniku

eliminacji komérek wolna przestrzeri w mikro§rodowisku
nowotworowym moze by¢ wykorzystywana przez komérki
uczestniczgce w mimikrze naczyniowe;j.

O wplywie obnizonego stezenia tlenu w mikrosrodowi-
sku na progresje czerniaka posrednio §wiadczy kore-
lacja miedzy ekspresja genéw odpowiedzi na hipoksje
a przezyciem pacjentéw. Oprdcz wspomnianego wyzej
VEGF, Giatromonolaki i wsp. [36] wykazali taka zalezno$§¢
dla HIF-2, ktérego ekspresje obserwowano w okoto 60%
przypadkéw analizowanych czerniakéw, a podwyzszo-
ny poziom tego biatka wigzat sie z krétszym przezyciem
pacjentdéw. Dla innego genu regulowanego hipoksja, ga-
lektyny 3, wykazano zwiekszong ekspresje w czerniaku
pierwotnym i przerzutach w poréwnaniu z ekspresja
w znamionach barwnikowych [105].

Korelacje ekspresji genédw aktywowanych czynnikiem
HIF-1, takich jak MMP, VEGFA czy COX-2, z inwazyjno-
$cig komdrek czerniaka wykazali réwniez Spinella i wsp.
[127]. Na zwiazek hipoksji z progresja czerniaka posred-
nio moze wskazywal zaangazowanie genéw/biatek re-
gulowanych obnizonym stezeniem tlenu w procesy wa-
runkujgce jego wzrost i progresje, takie jak inwazyjnosé,
transformacja epitelialno-mezenchymalna czy oporno$é
na chemioterapeutyki. Geny, ktérych ekspresja podlega
regulacji w warunkach hipoksji wchodzg réwniez w sktad
wielogenowych klasyfikatorédw czerniaka, wyselekcjo-
nowanych technika mikromacierzy DNA. Zestawienie
gendéw regulowanych hipoksjg, ktérych ekspresja wpty-
wa na biologie czerniaka zawiera tabela 1. Schematycz-
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Tabela 1. Geny/biatka regulowane hipoksja, ktére maja udokumentowany zwiazek z biologia czerniaka

SYMBOL GENU/BIALKA ROLA W BIOLOGII CZERNIAKA/ZNACZENIE KLINICZNE PISMIENNICTWO
HIF-1 inwazyjnos¢ komdrek Mum2B [138]
HIF-2, VEGFA korelacja z przezyciem [36]
VEGFC,-D rozsiew limfatyczny [14,82]
E-CAD, N-CAD transformacja nowotworowa melanocytow [39]
Lox inwazyjnos¢ [64]
BNIP3L odpowiedZ naimmunoterapie [141]
PFKL, ANXA2 sktadniki klasyfikatora molekularnego [13]
CAIX, PFKM, MMP2, CDC6, P21 sktadniki klasyfikatora prognostycznego [2]
LGALS3 korelacja z przezyciem [16]
MXI supresor nowotworowy, odpowiedz na hipoksje [3]
ANG-2 marker progresji [45]
FN inwazyjnos¢ komérek [13]
v inwazyjnos¢ komorek [13]
NMET sktadniki klasyfikatora prognostycznego [143]
FN, OPN, C(DC6 element klasyfikatora przerzutéw [57]
CYR61 przerzutowanie [70]

ne przedstawienie wptywu hipoksji na rozwéj czerniaka
przedstawia rycina 6.

Ekspresja genéw promujgcych inwazyjny wzrost komé-
rek czerniaka w warunkach hipoksji jest podstawa nowe-
go modelu rozwoju tego nowotworu zaproponowanego
przez Hoek i wsp. [49-51]. Autorzy sugeruja, ze komdrki
czerniaka podczas wzrostu przybieraja dwa podstawo-
we fenotypy. Pierwszy, charakteryzuje sie intensywna
proliferacjg i jest regulowany ekspresja czynnika MITF,
drugi za$ cechuje sie wieksza inwazyjnoscig oraz akty-
wacja $ciezki TGF-p i zahamowaniem $ciezki Wnt. Te dwa
stany funkcjonalne moga wystepowad naprzemiennie,
w zalezno$ci od warunkéw panujacych w mikrosrodo-
wisku guza. Jednym z czynnikéw promujacych fenotyp
inwazyjny, zdaniem autordw, jest niedotlenowanie ko-
mérek nowotworowych.

Podsumowujac, stan obnizonego stezenia tlenu w mi-
kro$rodowisku od poczatku towarzyszacy rozwojowi
czerniaka odgrywa istotng role na kazdym etapie jego
progresji. Promuje transformacje nowotworowa mela-
nocytéw, indukuje inwazyjny fenotyp czerniaka i sprzyja
procesowi rozsiewu. Gtéwnym regulatorem tych pro-
ceséw jest czynnik HIF-1 oraz inne biatka indukowane
w odpowiedzi na hipoksje. Razem z biatkami reguluja-
cymi interakcje komdérek czerniaka z pozostatymi ko-

mérkami mikrosrodowiska nowotworowego stanowia
one potencjalne markery agresywnos$ci rozwijajacego
sie nowotworu, a byé moze réwniez cele terapeutyczne
dla uzupetniajacej terapii czerniaka skéry.
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